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 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
A absorbance 
AP plocha píku  
AU, mAU jednotky absorbance (Absorbance Unit) 
[BMIM][PF6] 1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfát 
[BMPM][BF4] 1-butyl-4-methylpyridinium tetrafluoroborát 
BR pufr Brittonův-Robinsonův pufr 
c koncentrace  
cpř koncentrace standardního přídavku 
CAS Chemical Abstract Services  
CILE CPE obsahující jako pastovací kapalinu RTIL (Carbon Ionic Liquid 
Electrode) 
CNTE elektroda připravená z uhlíkových nanotrubiček (Carbon Nanotube 
Electrode) 
CPE(s) uhlíková pastová elektroda (Carbon Paste Electrode(s)) 
DAD detektor s diodovým polem (Diode-Array Detector) 
DPAdSV diferenční pulsní adsorpční rozpouštěcí voltametrie (Differential 
Pulse Adsorptive Stripping Voltammetry) 
ED elektrochemická detekce, elektrochemický detektor 
Eprac potenciál vložený na pracovní elektrodu 
ESI ionizace elektrosprejem (ElectroSpray Ionization) 
FIA průtoková injekční analýza (Flow Injection Analysis) 
GC plynová chromatografie (Gas Chromatography) 
hP výška píku      
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie (High Performance Liquid 
Chromatography) 
I proud 
IL/CPE uhlíková pastová elektroda modifikovaná iontovou kapalinou (Ionic 
Liquid/Carbon Paste Electrode) 
λ vlnová délka             
LD  mez detekce 
L1,2 interval spolehlivosti  
LD50 střední letální dávka 
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MALDI laserová ionizace za účasti matrice (Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization) 
MeOH methanol     
Mr relativní molekulová hmotnost 
MS hmotnostní spektrometrie (Mass Spectrometry) 
NP-HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie na normálních fázích 
(Normal Phase High Performance Liquid Chromatography) 
p.a. pro analýzu 
pas pastilka 
ρ hustota 
R2 druhá mocnina korelačního koeficientu 
RP-18 reverzní fáze s chemicky vázaným oktadecylsilanem 
RP-HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie na reverzních fázích 
(Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography) 
RTIL iontová kapalina (Room Temperature Ionic Liquid) 
s směrodatná odchylka     
sr relativní směrodatná odchylka 
SCE nasycená kalomelová elektroda (Saturated Calomel Electrode) 
SIA sekvenční injekční analýza (Sequential Injection Analysis) 
SWV voltametrie čtvercových vln (Square Wave Voltammetry) 
t čas  
Tt teplota tání 
UV ultrafialová oblast 
v/v poměr objemů 
VIS viditelná oblast 
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1 TEORETICKÁ ČÁST 
1.1 Cíl práce 
Předkládaná diplomová práce se zabývá studiem chování benzokainu v průtokových 
metodách. 
Cílem této práce bylo prozkoumání, nalezení a následné využití optimálních 
podmínek pro stanovení studované látky metodou průtokové injekční analýzy (FIA)           
s amperometrickou detekcí na uhlíkové pastové elektrodě (CPE) k dosažení co nejnižší 
meze detekce. 
Benzokain patří mezi hojně používaná lokální anestetika, a tak je nutné vyvinout 
metody umožňující jeho stanovení v nízkých koncentracích. 
Dalším úkolem bylo stanovení benzokainu v reálných vzorcích metodou FIA a HPLC 
s využitím uhlíkové pastové elektrody jako elektrochemického detektoru. 
Posledním úkolem bylo zjistit, zda při modifikaci CPE iontovými kapalinami 
(RTILy) dojde ke zvýšení citlivosti stanovení, a tím ke snížení meze detekce. 
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1.2 Benzokain a jeho vlastnosti 
Benzokain patří do skupiny anestetik označovaných jako lokální anestetika 
esterového typu. Princip účinku lokálních anestetik spočívá v potlačení nebo úplné blokádě 
šíření nervového vzruchu reverzibilním zablokováním receptorů sodíkových kanálů 
v neuronálních membránách. 
Prvními syntetickými lokálními anestetiky byly estery kyseliny 4-aminobenzoové, 
mezi které patří právě i benzokain. Benzokain byl objeven již v roce 1892 a dodnes se 
používá jako povrchové anestetikum v různých přípravcích pro zevní použití (zásypy, 
masti, čípky) [1]. Často se užívá v kombinaci s dalšími účinnými látkami jako jsou 
analgetika, látky antibakteriální a protiplísňové pro docílení úlevy například od bolestí 
v krku [2]. 
 
1.2.1 Farmakodynamické vlastnosti 
Benzokain je osvědčené povrchové anestetikum, které rychle a dlouhodobě mírní 
bolesti v dutině ústní a hltanu. Benzokain proniká lipofilními vrstvami buněčné membrány 
a působí na terminální receptory sliznic a pokožky. Jeho anestetický účinek nastupuje 
zpravidla během 15 − 30 vteřin. V důsledku zředění slinami odeznívá jeho účinek během  
5 − 10 minut [3]. 
 
1.2.2 Farmakokinetické vlastnosti 
Benzokain je lokální anestetikum velmi těžce rozpustné ve vodě, proto se také velmi 
pozvolna vstřebává. Jako anestetikum esterového typu je štěpen esterázami v plasmě a       
v játrech. Metabolity tohoto štěpení jsou kyselina p-aminobenzoová a ethanol, který je 
štěpen systémem acetylkoenzymu A. Kyselina p-aminobenzoová je buď konjugována        
s glycinem nebo je vylučována močí v nezměněné formě [3]. 
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1.2.3 Nežádoucí účinky 
Benzokain může vyvolat alergické reakce − kontaktní dermatitidy a     
fotodermatitidy [4, 5, 6, 7], ve vzácných případech až anafylaktický šok [3]. Po podání 
benzokainu byl pozorován též výskyt methemoglobinemie [8, 9, 10, 11], jejíž příčinou je 
pravděpodobně vrozený deficit enzymu reduktázy [3].  
 
1.2.4 Toxicita 
Díky špatné rozpustnosti benzokainu ve vodě a jeho špatné absorpci je jeho 
systémová toxicita nízká. LD50 po perorálním podání byla 2500 mg·kg−1 u potkanů a    
3042 mg·kg−1 u myší. V literatuře neexistují údaje o toxicitě benzokainu po opakovaném 
podání, o účincích na reprodukci, účincích na plod a o mutagenních účincích in vitro         
a in vivo [12]. 
 
 
1.3 Metody stanovení benzokainu 
1.3.1  Lékopisné stanovení obsahu 
0,400 g benzokainu se rozpustí ve směsi 25 ml kyseliny chlorovodíkové a 50 ml vody 
a provede se stanovení dusíku v primárních aromatických aminech. 1 ml dusitanu sodného 
0,1 mol·l−1 odpovídá 16,52 mg C9H11NO2 [13]. 
 
1.3.2 Využití elektrochemických metod 
Aplikace elektrochemických metod pro stanovení benzokainu je velmi ojedinělá. 
Nejnižších detekčních mezí bylo dosaženo při diferenční pulsní adsorpční rozpouštěcí 
voltametrii. Benzokain byl stanovován současně s butakainem. V rámci tohoto stanovení 
byl zkoumán vliv modifikace elektrody na výsledky stanovení benzokainu. Pracovní 
elektrodou byla v prvním případě elektroda ze skelného uhlíku modifikovaná nafionem a 
v druhém případě byla použita nemodifikovaná elektroda ze skelného uhlíku. V případě 
modifikované elektrody byla zjištěna linearita odezvy v koncentračním rozmezí      
5,3·10−4 μg·ml−1 až 7,4·10−2 μg·ml−1 a bylo dosaženo vůbec nejnižší detekční meze     
4·10−4 μg·ml−1 a meze stanovení 1,3·10−3 μg·ml−1, zatímco u nemodifikované elektrody 
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byla linearita potvrzena pouze v koncentračním rozmezí 3,3·10−3 μg·ml−1 až           
1,06·10−2 μg·ml−1 a bylo dosaženo meze detekce 2·10-3 μg·ml−1 a meze stanovení       
6,4·10-3 μg·ml−1. Při použití nafionem modifikované elektrody došlo tedy ke zvýšení 
citlivosti stanovení. Tato metoda byla poté úspěšně využita pro stanovení benzokainu a 
butakainu ve vzorcích lidské moči [14]. 
Metodou HPLC s amperometrickou a spektrofotometrickou detekcí (při 254 nm) 
byly analyzovány bazická léčiva a příbuzné látky. Stacionární fází byl silikagel a mobilní 
fázi tvořil methanol spolu s 1·10−2 mol·l−1 chloristanem draselným (pH = 6,7). 
Amperometrický detektor sestával z pracovní elektrody ze skelného uhlíku a z referentní 
argentchloridové elektrody. Na pracovní elektrodu bylo vloženo napětí +1,2 V. Pro 
benzokain byl stanoven retenční faktor k = 0,1 a poměr odezev detektorů byl roven 43. 
Tento poměr byl udán jako poměr výšky amperometrického píku při +1,2 V (v μA) a 
výšky spektrofotometrického píku při 254 nm (v jednotkách absorbance) [15, 16]. 
Zajímavou metodu nepřímého stanovení benzokainu metodou voltametrie 
čtvercových vln (square wave) a cyklické voltametrie publikovali Kachoosangi et al. [17]. 
V této práci byla využita pyrolytická grafitová elektroda modifikovaná vícestěnnými 
uhlíkovými nanotrubičkami, přičemž samotné nanotrubičky byly modifikovány 
kapsaicinem. Při této detekci benzokainu na výše uvedené elektrodě je guaiakolová 
skupina kapsaicinu ireverzibilně oxidována na derivát o-chinonu. Ten pak podléhá 
nukleofilnímu ataku aromatické aminoskupiny benzokainu, který dá vzniknout 
katecholaminovému aduktu. Se vzrůstající koncentrací benzokainu pak dochází 
k lineárnímu poklesu voltametrického signálu kapsaicinu v důsledku tvorby zmiňovaného 
aduktu. Dosažený detekční limit byl 0,4 μg·ml−1. Na vytvoření aduktu a poklesu signálu   
p-chloranilu se zvyšující se koncentrací benzokainu v roztoku bylo poté založeno i nepřímé 
stanovení benzokainu na p-chloranilinem modifikované uhlíkové pastové elektrodě. Takto 
určená mez detekce byla 0,71 μg·ml−1. 
Benzokain a jiné deriváty aromatických aminů byly stanovovány v různých formách 
farmaceutických přípravků také coulometricky. Na pracovní elektrodě, tvořené                   
z platinového plíšku, se z pomocné látky, kterou byl 0,2 mol·l−1 bromid draselný 
v přítomnosti 0,1 mol·l−1 kyseliny sírové, generoval bróm za konstantního proudu 5 mA. 
K určení konečného bodu coulometrické titrace byl využit pár platinových indikačních 
elektrod, jednalo se o indikaci biamperometrickou [18]. 
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1.3.3 Využití metody HPLC 
Jelikož se benzokain stanovuje především ve farmaceutických přípravcích, bývá 
většinou toto stanovení prováděno současně se stanovením dalších důležitých látek, jež 
jsou v daném přípravku obsaženy (simultánní stanovení). Nejčastěji používanou metodou 
stanovení benzokainu je vysokoúčinná kapalinová chromatografie na reverzních fázích 
(RP-HPLC) s UV detekcí. 
 
1.3.3.1 Stanovení metodou RP-HPLC s UV detekcí 
Stanovení benzokainu současně se stanovením rutinu s UV detekcí při 270 nm bylo 
prováděno v čípcích, které byly nejprve extrahovány methanolem. Jako mobilní fáze byla 
zvolena vodná složka s obsahem triethylaminu o pH 3 a methanol v poměru 43:57 (v/v). 
Byla použita kolona Apex ODS (5 μm). Linearita odezvy kalibračních roztoků byla 
proměřována v rozmezí 1,5 μg·ml−1 až 3,5 μg·ml−1 a byla potvrzena v celém intervalu.      
V čípcích byla stanovena mez detekce 0,22 μg·ml−1 a mez stanovitelnosti                       
0,67  μg·ml−1 [19]. 
Z důvodu blížícího se uvedení na trh nového léčiva tlumícího kašel bylo nutno 
provést stanovení benzokainu současně s dextromethorfanem a cetylpyridiniovým iontem. 
Mobilní fázi tvořila voda:chloroform:methanol v poměru 10:50:40 s přídavkem iontově 
párového činidla. Byly použity kolony Nucleosil C18 (5 μm) a Ultrabase C18 (5 μm). 
Zkoumán byl vliv na výsledky stanovení při použití dvou různých typů detektorů - 
běžného spektrofotometrického (při λ = 254 nm) a spektrofotometrického s diodovým 
polem, kdy mohla být každá z látek sledována při své optimální vlnové délce (pro 
benzokain zde zvolena λ = 278 nm). Bylo zjištěno, že při využití spektrofotometru              
s diodovým polem se zvýší citlivost a přesnost stanovení, nejnižší dosažená mez detekce 
benzokainu byla 3,5 μg·ml−1 a sr < 2,84 %, zatímco u stanovení s běžným 
spektrofotometrem byla sr > 4,1 % [20]. 
Aby mohl být benzokain legálně používán v USA k lokální anestezi ryb, bylo 
prováděno stanovení benzokainu a jeho metabolitu N-acetylbenzokainu ve tkáních pstruha 
s UV detekcí (při 289 nm pro benzokain). Tkáně byly nejprve extrahovány acetonitrilem a 
hexanem a poté byly vzorky ještě přečištěny extrakcí tuhou fází. Jako optimální mobilní 
fáze byla zvolena směs methanolu a vody v poměru 55:45 (v/v). Použitou kolonou byla 
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kolona ODS (5 μm)-A. Získaná mez detekce byla 6·10−3 μg·g−1 (6·10−3 μg v 1 g tkáně) a 
mez stanovitelnosti 2,2·10−2 μg·g−1 (2,2·10−2 μg v 1 g tkáně) [21]. 
Pérez-Lozano et al. [22] validovali metodu pro simultánní stanovení benzokainu a 
konzervantů propylparabenu a benzylalkoholu, jež jsou hlavní součástí léčivého přípravku 
ve formě gelu. Separace byla provedena na koloně Nucleosil C18 (10 μm) s gradientovou 
elucí. Mobilní fáze na začátku a na konci analýzy sestávala z 10% kyseliny octové a 
methanolu v poměru 90:10 (v/v), v polovině separačního času byl pak poměr mobilní fáze 
kyselina:methanol 60:40 (v/v). Detektor s diodovým polem byl nastaven na 258 nm. 
Linearita odezvy byla ověřena v koncentračním rozmezí 1,4·103 μg·ml−1 až                
2,6·103 μg·ml−1. 
Benzokain byl stanovován současně také s akaricidem benzylbenzoátem v kožním 
přípravku účinném proti svrabu. Pro stanovení bylo využito vnitřního standardu – 
benzofenonu. Podmínky měření byly: mobilní fáze acetonitril a voda v poměru 60:40 (v/v), 
kolona typu C18 (5 μm), UV detekce probíhala při 254 nm. V rozmezí koncentrací       
1·101 μg·ml−1 až 5·102 μg·ml−1 byla potvrzena linearita odezvy [23]. 
Sadana a Ghogare [24] úspěšně vyvinuli metodu stanovení benzokainu a 
chloramfenikolu, vyskytujících se společně v očních a ušních kapkách, s využitím 
sulfamethoxazolu jako vnitřního standardu. Mobilní fázi tvořila směs acetonitril:voda        
v poměru 35:65 (v/v). Byla použita kolona μBondapak C18 (10 μm). Jako optimální vlnová 
délka UV detektoru byla vybrána λ = 280 nm. Linearita odezvy byla prokázána                  
v koncentračním rozmezí 4·101 μg·ml−1 až 2·102 μg·ml−1. 
Kombinace HPLC a GC byla využita při stanovení benzokainu, mentholu a 
antibiotika tyrothricinu. Menthol musel být stanoven metodou GC kvůli nepřítomnosti 
chromoforů v molekule. Mobilní fáze byla připravena z methanolu a fosfátového pufru 
(pH = 3,31) v poměru 75:25 (v/v). HPLC separace byla provedena na koloně Ultrabase C18   
(5 μm). UV detektor pracoval při vlnové délce 270 nm. V rozmezí koncentrací             
1·101 μg·ml−1 až 2,5·102 μg·ml−1 byla potvrzena linearita odezvy. Dosažený limit detekce 
benzokainu byl 5 μg·ml−1 [25]. 
 
1.3.3.2 Stanovení metodou NP-HPLC s UV detekcí 
El Walily et al. [26] publikovali metodu stanovení benzokainu a fenindamin-tartarátu 
v léčivém přípravku ve formě krému. Použitou kolonou byla kolona μPorasil, kde 
stacionární fází byl silikagel (10 μm). Mobilní fáze sestávala z methanolu s přidaným 
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chloristanem amonným, pH mobilní fáze bylo upraveno na hodnotu 6,7 methanolickým 
roztokem hydroxidu sodného. Použitá vlnová délka UV detektoru byla 270 nm. Amylokain 
hydrochlorid byl použit jako vnitřní standard. Linearita odezvy byla ověřena                       
v koncentračním rozmezí 6 μg·ml−1 až 15,6 μg·ml−1. 
 
1.3.4 Ostatní metody stanovení benzokainu   
Další zajímavou metodou stanovení benzokainu společně s prokainem a tetrakainem 
je sekvenční injekční analýza s chemiluminiscenční detekcí, jež byla vyvinuta na 
Farmaceutické fakultě Univerzity Karlovy v Hradci Králové. 
Chemiluminiscence analytů byla vyvolána oxidací manganistanem draselným ve 
vodném prostředí kyseliny sírové s přídavkem látek zesilujících chemiluminiscenci         
(4-hydroxybifenyl, rhodamin apod.). Linearita odezvy kalibračních roztoků byla měřena    
v rozmezí 0,5 µg·ml−1 až 25 µg·ml−1 a byla potvrzena v celém intervalu. Mez detekce 
benzokainu získaná touto metodou byla 0,3 µg·ml−1. Touto metodou byl poté úspěšně 
stanoven obsah daných látek v léčivech [27]. 
Nízké meze detekce 4·10−2 µg.ml-1 bylo dosaženo při stanovení benzokainu               
v léčivech průtokovou injekční analýzou s následnou spektrofotometrickou detekcí, 
založenou na derivatizaci primární aminové skupiny studované látky, jež vede k vytvoření 
intenzivně zbarveného produktu [28]. 
Mezi další užívané metody patří kolorimetrické stanovení s užitím                       
p-benzochinonu [29] či plynová chromatografie [30]. 
 
 
Tab. 1.1  Meze detekce některých metod využitých ke stanovení benzokainu. 
 
Metoda stanovení LD, μg·ml-1 Literatura 
DPAdSV      4,0·10−4 − 2,0·10−3 [14] 
SWV 4,0·10−1 − 7,1·10−1 [17] 
RP-HPLC/UV 2,2·10−1 [19] 
 3,5 [20] 
 5,0 [25] 
SIA 3,0·10−1 [27] 
FIA 4,0·10−2 [28] 
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1.4 Uhlíková pastová elektroda 
Uhlíkové pastové elektrody (Carbon Paste Electrodes, CPEs) byly poprvé 
představeny R. N. Adamsem v roce 1958 [31]. Snahou R. N. Adamse bylo nalézt elektrodu 
se snadno obnovitelným povrchem, jež by byla využitelná pro anodické oxidace. Sloužila 
by tak pro měření v oblasti pozitivnějších potenciálů, kde není možné využít rtuťovou 
kapkovou elektrodu, jelikož u ní v této oblasti dochází k anodické oxidaci rtuti. Měla se jí 
stát tzv. „kapající uhlíková elektroda”, jakási disperze práškového uhlíku v organické 
kapalině, realizovaná pomocí kapiláry. Takováto kapající uhlíková elektroda se 
neosvědčila, ale ukázalo se, že hustší směs práškovitého uhlíku s organickou kapalinou 
(uhlíková pasta) je vhodným materiálem pro konstrukci elektrod se zajímavými 
vlastnostmi. 
CPEs  lze zařadit  mezi heterogenní uhlíkové elektrody s kapalným pojivem 
(pastovací kapalinou). Pastovací kapalinou bývá nejčastěji chemicky inertní, 
elektrochemicky inaktivní a málo těkavá látka, například silikonový či parafinový olej 
(Nujol). Pastovací kapalina však přesto výrazně ovlivňuje elektrochemické vlastnosti 
uhlíkové pasty [32]. Uhlíková pasta může být také velmi jednoduše modifikována různými 
látkami [33]. 
Uhlíková pasta se připravuje důkladným smíšením uhlíkového (grafitového) prášku  
s vhodnou pastovací kapalinou. Často používaným poměrem bývá jeden gram uhlíkového 
prášku a 0,4 ml pastovací kapaliny. Připravenou pastou se plní elektrodové pouzdro    
(Obr. 1.1). Chování řady připravených past se většinou ustálí až po určité době (přibližně 
24 hodin), pravděpodobně v důsledku následné samovolné homogenizace u čerstvě 
připravené směsi. Proto je dobré nechat elektrody naplněné čerstvě připravenou pastou      
v klidu „vyzrát” nejméně přes noc. Není vhodné ponechávat naplněnou elektrodu dlouhou 
dobu na vzduchu, poněvadž pasta pozvolna vysychá. Proto se uchovává ponořena 
koncovým otvorem do nádobky s destilovanou vodou. 
Uhlíkové pasty mají ve většině užívaných elektrolytů potenciálový rozsah 
srovnatelný s ostatními pevnými elektrodami (přibližně -1,5 V až +1,0 V vs SCE 
v závislosti na pH prostředí). Nevýhodou CPEs je, že vykazují nezanedbatelný proud, jenž 
je zapříčiněn elektrodovou redukcí rozpuštěného kyslíku v pastě. Tento rušivý signál 
komplikuje měření v oblasti katodických potenciálů. Naopak velkou výhodou při měření   
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s CPEs jsou velmi nízké hodnoty zbytkových proudů, na kterých se podílí především 
přítomnost pastovací kapaliny [32]. 
CPEs mají velmi širokou oblast použití. Uplatňují se jak v oblasti anorganické 
elektroanalýzy (například při stanovení stopových množství kovů v různých iontových 
formách), tak v oblasti elektroanalýzy organické. Zde mají největší využití ve 
voltametrických a dále pak v amperometrických metodách. Kromě praktických aplikací 
můžou být CPEs využívány i při studiu reakčních mechanismů či elektrochemického 
chování organických látek. CPEs se rovněž uplatňují při konstrukcích elektrochemických 
detektorů na bázi uhlíkové pasty, jež slouží při analýzách složitých směsí organických 
látek. V současné době dominuje využití CPEs v analytických aplikacích pro sledování 
kvality životního prostředí a při kontrole léčiv [34]. 
 
1) zdířka pro elektrický kontakt 
2) teflonová hlava 
3) píst se závitem 
4) tělo elektrodového pouzdra 
5) ocelová vložka se závitem 
6) dutina naplněná uhlíkovou pastou 
7) koncový otvor 
 
 
 
 
Obr. 1.1 Pouzdro pro uhlíkovou pastovou elektrodu [32]. 
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1.5 Iontové kapaliny  
 (RTILs = Room Temperature Ionic Liquids) 
Jako iontové kapaliny označujeme sloučeniny s obecným složením organický kation 
a organický nebo anorganický anion a teplotou tání nižší než 100 °C [35]. Ve druhé 
polovině 20. století byly syntetizovány iontové kapaliny s bodem táním nižším než je 
laboratorní teplota. Pro odlišení se začalo používat označení RTIL (room temperature ionic 
liquid) [36]. 
Mezi hlavní výhody iontových kapalin patří prakticky nulová tenze par, vysoká 
termostabilita, nízká toxicita, nehořlavost, velmi široké teplotní rozmezí, v němž jsou 
kapalné, a unikátní solvatační vlastnosti [35]. Fyzikálně chemické vlastnosti RTILů závisí 
na povaze a velikosti kationtu a aniontu [36]. Obsahují poměrně velké asymetrické 
organické kationty, které nejčastěji obsahují dusík nebo fosfor (alkylimidazoliové kationty, 
alkylpyridiniové kationty, alkylpyrolidiniové kationty, alkylfosfoniové kationty) a velké 
organické nebo anorganické anionty. Může to být například trifluormethansulfonát 
[CF3SO3]−, bis(trifluormethylsulfonyl)imid [(CF3SO2)2N]−, halogenidy Cl−, Br−, I−, 
tetrafluoroborát [BF4]−, nitrát [NO3]−, hexafluorofosfát [PF6]− či ionty založené na 
fluorovaných amidech. Nejčastěji se vyskytující alkylové řetězce kationtu jsou ethyl, butyl, 
hexyl, oktyl a decyl [37].  
Iontové kapaliny se v dnešní době využívají jako náhrada za klasická těkavá 
organická rozpouštědla, velký zájem o ně projevují pracovníci zabývající se tzv. „zelenou 
chemií“. Umožňují totiž snižování emisí těkavých organických sloučenin a s tím spojené 
omezování spotřeby klasických rozpouštědel [38]. Iontové kapaliny se často využívají také 
jako modifikátory uhlíkových nanotrubiček [39, 40] a uhlíkových pastových            
elektrod [41, 42] pro voltametrická měření, zřídkakdy pak pro HPLC s elektrochemickou 
detekcí [43]. Ve voltametrických metodách pak nacházejí uplatnění i jako základní 
elektrolyty s širokým potenciálovým oknem a dobrou vodivostí [38].  
Několik prací zmiňuje vyšší citlivost, ale také vysoké proudové pozadí CPE a CNTE 
obsahujících RTIL jako pastovací kapalinu při voltametrických stanoveních [44, 45].  
RTILy se dále používají k přípravě stacionárních fází v plynové [38] a kapalinové 
chromatografii [46, 47, 48], jako reakční systémy a katalyzátory v organických syntézách, 
využívají se při extrakcích kapalina-kapalina a jako málo těkavé matrice                       
pro MALDI-MS [38].  
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2 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  
2.1 Použité chemikálie 
Studovaná látka:  Benzokain, čistota ≥ 98 % (Sigma) 
Zásobní roztok o koncentraci 1·10−3 mol·l−1 byl připraven rozpuštěním přesně 
odváženého množství látky v methanolu (p.a., Penta, Chrudim). Roztoky o nižších 
koncentracích byly připravovány přesným ředěním zásobního roztoku směsí 
voda:methanol v poměru shodném se složením mobilní fáze. Všechny roztoky byly 
uchovávány v temnu v chladničce při konstantní teplotě 5 ºC. 
 
Mobilní fáze a tlumivé roztoky: 
Pro přípravu mobilních fází byl použit methanol (p.a., Penta, Chrudim). K přípravě 
všech vodných roztoků a mobilních fází byla použita deionizovaná voda (Millipore Q-plus 
System, Millipore, USA).  
Fosfátové tlumivé roztoky o koncentraci 1·10−2 mol·l−1 byly připraveny rozpuštěním 
přesně odváženého množství dihydrogenfosforečnanu sodného (p.a., Lachema Brno)         
a hydroxidu sodného (p.a., Lachema Brno) v deionizované vodě. K nastavení pH 2 a pH 4 
tlumivých roztoků byla použita kyselina fosforečná (85%, ρ = 1,71 g·ml−1, p.a., Lachema 
Brno) a k nastavení pH 7 byl použit vodný roztok hydroxidu sodného (p.a., Lachema Brno) 
o koncentraci 2·10−1 mol·l−1. Přesná hodnota pH byla měřena pH metrem. 
Brittonovy-Robinsonovy tlumivé roztoky o pH 9 a 11 byly připraveny smísením 
vodného roztoku hydroxidu sodného (p.a., Lachema Brno) o koncentraci  2·10−1 mol·l−1     
s roztokem obsahujícím kyselinu boritou (p.a., Lachema Brno), octovou (98%,                   
ρ = 1,06 g·ml−1, p.a., Lachema Brno) a fosforečnou (85%, ρ = 1,71 g·ml−1, p.a., Lachema 
Brno); všechny o koncentraci 4·10−2 mol·l−1. Hodnota pH byla měřena pH metrem. 
Mobilní fáze byla připravena smísením methanolu s vodnou složkou v příslušném 
poměru. pH mobilní fáze bylo upravováno pomocí fosfátového pufru (pro pH 2, 4 a 7)       
a pomocí Brittonova-Robinsonova pufru (pro pH 9 a 11), změnou pH vodné složky 
mobilní fáze. V dalším textu uváděné hodnoty pH jsou tedy hodnoty pH vodné složky 
mobilní fáze před jejím smísením s methanolem. 
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Příprava CPE: 
Uhlíková pasta byla připravena smísením 250 mg mikrokuliček skelného uhlíku       
o průměru 0,4 – 12 µm (Alpha Aesar, USA) a 90 μl minerálního oleje (Fluka Biochemika, 
Švýcarsko). 
 
Příprava IL/CPE a CILE: 
Uhlíková pasta byla připravena smísením 150 mg mikrokuliček skelného uhlíku        
o průměru 0,4 – 12 µm (Alpha Aesar, USA) s 55 μl RTILu nebo RTILu a minerálního 
oleje v příslušném poměru. 
 
Použité RTILy: 
1-Butyl-4-methylpyridinium tetrafluoroborát ([BMPM][BF4]) (Fluka, Švýcarsko) 
1-Butyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfát ([BMIM][PF6]) (Fluka, Švýcarsko) 
 
Reálné vzorky: 
Neoseptolete® se znecitlivujícím účinkem (Krka, Slovinsko) 
Hexoral® (Parke Davis, Německo) 
Dolo Angin® (MPC International S.A., Lucembursko) 
Herbadent® (Aura Medical, Česká republika) 
 
Ostatní chemikálie: 
Kyselina salicylová (p.a., Lachema Brno) 
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2.2 Použitá aparatura 
2.2.1 FIA 
Pumpa: vysokotlaká pumpa HPP 5001 (Laboratorní přístroje, Praha) 
Dávkovač: LCI 30 se smyčkou 20 µl (Laboratorní přístroje, Praha), nástřik byl prováděn           
                   injekční stříkačkou 
Detektory: Spektrofotometrický UV/VIS detektor LCD 2040 (Laboratorní přístroje, Praha) 
                  Amperometrický detektor ADLC 2 (Laboratorní přístroje, Praha): 
Tělo pracovní elektrody bylo teflonové, vytlačení pasty umožňoval nerezový píst. Aktivní 
plocha byla kruhová o průměru 3 mm. Referentní elektrodou byla argentchloridová 
elektroda s 3 mol·l−1 KCl a jako pomocná elektroda sloužila elektroda platinová. 
Programové vybavení: Clarity Lite (Data Apex), pracující v prostředí Windows XP       
                                     (Microsoft) 
 
2.2.2 HPLC 
2.2.2.1 HPLC s ED 
Kolona: Reprosil® 100 C18, 250 x 4 mm, 5 μm (Watrex, Česká republika) 
Security Guard: Fusion-RP, 4 x 2 mm (Phenomenex, USA) 
Aparatura byla jinak stejná jako pro FIA měření. 
 
2.2.2.2 HPLC s UV a MS detekcí 
Kolona: Reprosil® 100 C18, 250 x 4 mm, 5 μm (Watrex, Česká republika) 
Security Guard: Fusion-RP, 4 x 2 mm (Phenomenex, USA) 
Kapalinový chromatograf: vakuové odplyňovací zařízení, binární pumpa, automatický 
dávkovač – vše HP 1100 Series (Hewlett Packard, USA) 
Detektor UV: DAD HP 1100 Series (Hewlett Packard, USA) 
Programové vybavení: Agilent ChemStation (Agilent), pracující v prostředí          
                                     Windows XP (Microsoft) 
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Hmotnostní spektrometr: Esquire 3000 s iontovou pastí a ionizací ESI (Bruker Daltonics,         
                                         Německo) 
Programové vybavení: Esquire Control (Bruker Daltonics), pracující v prostředí       
                                     Windows XP (Microsoft) 
 
2.3 Ostatní používaná zařízení 
pH metr: digitální měřící přístroj Conductivity and pH meter 4330 (Jenway, UK) 
                s kombinovanou skleněnou elektrodou 
Spektrofotometr: Agilent 8453 Diode-Array Spectrophotometer (Nizozemí), stanovení 
                            stálosti zásobního roztoku v křemenných kyvetách o tloušťce 1 mm 
Odstranění vzduchu: ultrazvuková čistička PSO2000A (Powersonic, USA) 
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2.4 Studovaná látka 
Benzokain [13, 49] 
 
 
                  
COOC2H5
NH2  
 
 
Systematický název: ethyl-4-aminobenzoát; ethylester-4-aminobenzoové kyseliny 
Triviální název: benzokain, anesthesin 
CAS Registry number: [94-09-7] 
C9H11NO2
Mr = 165,194 
Tt = 89 ºC až 92 ºC 
Vlastnosti: Bílý krystalický prášek nebo bezbarvé krystaly. Je velmi těžce rozpustný ve 
vodě, snadno rozpustný v ethanolu 96 % a v etheru. Počítáno na vysušenou 
látku, obsahuje 99,0 % až 101,0 % sloučeniny C9H11NO2. 
Uchovávání: Chráněn před světlem. 
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2.5 Pracovní postupy 
2.5.1 Stálost zásobního roztoku benzokainu 
Stálost zásobního roztoku byla sledována průběžným proměřováním zásobního 
roztoku benzokainu o koncentraci 1·10−3 mol·l−1 spektrofotometricky. Absorpční spektrum 
bylo měřeno v křemenných kyvetách proti methanolu v rozmezí vlnových délek             
200 - 500 nm. 
 
2.5.2 FIA stanovení s elektrochemickou a UV detekcí 
Byl měřen roztok benzokainu ve směsi voda:methanol v poměru 20:80 (v/v). 
Dávkováno bylo vždy 20 μl tohoto roztoku. Mobilní fáze byla připravena z fosfátového 
pufru o příslušném pH a methanolu v poměru 20:80 (v/v). Průtok mobilní fáze o daném 
složení byl 1 ml·min−1. 
UV detekce probíhala při 292 nm, což je absorpční maximum této látky.  
Elektrochemický detektor byl zapojen sériově za UV detektor. Jednalo se o detektor 
typu wall-jet (viz Obr. 2.1), jenž pracoval v tříelektrodovém zapojení. Pracovní elektrodou 
byla uhlíková pastová elektroda, referentní elektrodou argentchloridová elektroda               
s 3 mol·l−1 KCl a pomocnou elektrodou pak byla elektroda platinová. Konec kapiláry byl 
přiveden k povrchu pracovní elektrody, která byla spolu s pomocnou a referentní 
elektrodou ponořena v mobilní fázi. 
Hydrodynamické voltamogramy byly získány proměřením roztoku benzokainu         
o koncentraci 1·10−4 mol·l−1. Měření bylo provedeno pro pH mobilní fáze 2, 4, 7, 9 a 11. 
Na pracovní elektrodu byl vložen potenciál v rozmezí +0,8 V až +1,3 V. 
Kalibrační závislosti benzokainu byly proměřeny v koncentračním rozmezí 1·10−4 až 
2·10−7 mol·l−1. Pro zpracování naměřených hodnot byla využita metoda lineární regrese. Ze 
získaných výsledků byly stanoveny meze detekce, a to jakožto množství analytu 
poskytující signál, jehož výška je rovna trojnásobku absolutní hodnoty šumu. Všechny 
křivky byly proměřeny nejméně třikrát. 
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a – pomocná elektroda 
r – referentní elektroda 
w – pracovní elektroda 
 
 
  
 
 
 
 
Obr. 2.1 Detektor typu wall jet [50]. 
 
 
 
2.5.3 Stanovení obsahu benzokainu v reálných vzorcích 
Benzokain byl stanoven ve čtyřech reálných vzorcích. Jednalo se o běžně dostupné 
komerční přípravky - Neoseptolete® se znecitlivujícím účinkem (dále jen Neoseptolete®), 
Hexoral®, Dolo-angin® a Herbadent®. 
Stanovení probíhalo metodou FIA či HPLC s využitím uhlíkové pastové elektrody 
jako elektrochemického detektoru. Na CPE byl vložen potenciál +1,2 V.  
Dávkované množství bylo vždy 20 μl. 
Použitou kolonou pro všechna HPLC měření byla kolona Watrex Reprosil® 100 C18, 
250 x 4 mm, 5 μm. 
Ke stanovení byla využita metoda standardního přídavku. Jako standardní roztok  pro 
standardní přídavek byl pro všechna stanovení benzokainu použit roztok benzokainu          
o koncentraci 1·10−3 mol·l−1 ve směsi voda:methanol v poměru shodném se složením 
mobilní fáze. Pro stanovení obsahu kyseliny salicylové byl připraven standardní roztok 
kyseliny salicylové o koncentraci 1·10−3 mol·l−1 ve směsi vody a methanolu v poměru 
25:75 (v/v). 
Po příslušné předúpravě vzorku a jeho naředění, popřípadě nalezení optimálních 
podmínek stanovení, byl proměřen vzorek bez standardního přídavku a poté postupně se 
třemi standardními přídavky. Ty se přidávaly vždy ke 2 ml rozpuštěného vzorku. 
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Naměřené hodnoty ploch píků byly zpracovány metodou lineární regrese. Ze získané 
rovnice regrese byl vypočten obsah benzokainu v jednotlivých přípravcích s ohledem na 
ředění. Pro každý přípravek bylo provedeno stanovení nejméně pětkrát. Získaná data byla 
statisticky zpracována. Byla vypočtena směrodatná a relativní směrodatná odchylka 
stanovení, interval spolehlivosti a výtěžek. Ten byl vypočten jako podíl stanoveného 
obsahu analytu v přípravku a obsahu analytu udávaného výrobcem. 
 
2.5.3.1 Stanovení v pastilkách Neoseptolete® 
Pastilka Neoseptolete® byla rozpuštěna v 500 ml vody a methanolu v poměru 20:80 
(v/v). Tento zakalený roztok byl přefiltrován přes filtrační papír (č. 389). Ukázalo se, že 
filtrace zakalení neodstranila, proto se roztok s rozpuštěnou pastilkou nechal přes noc 
dekantovat. Takto ustálený roztok se již podařilo zfiltrovat. Tento postup se opakoval vždy 
při rozpouštění další pastilky.  
Pro stanovení byla využita metoda FIA. Mobilní fázi tvořil fosfátový pufr                  
o pH 4 a methanol v poměru 20:80 (v/v). Průtok mobilní fáze byl 1 ml·min−1. Prvním 
přídavkem bylo 100 μl, druhým 200 μl a třetím pak 300 μl 1·10−3 mol·l−1 roztoku 
benzokainu ve směsi voda:methanol 20:80 (v/v). 
 
2.5.3.2 Stanovení v pastilkách Hexoral®
Ke stanovení analytu byla využita metoda HPLC.  
Pastilka Hexoral® byla rozpuštěna ve 100 ml směsi voda:methanol v poměru 
shodném se složením mobilní fáze. Zakalený roztok byl přefiltrován přes filtrační papír, 
tento roztok byl již čirý, a tak nevyžadoval žádné další úpravy. 
Z důvodu výskytu píku jiné látky, obsažené v přípravku, eluujícího v blízkosti 
benzokainu, byla provedena optimalizace podmínek stanovení. Nejprve byl sledován vliv 
snižujícího se obsahu methanolu v mobilní fázi a poté vliv klesající průtokové rychlosti. 
Byla vyzkoušena mobilní fáze s poměry fosfátového pufru o pH 4:methanolu 20:80, 25:75 
a 30:70 (v/v) a průtoková rychlost od 0,5 ml·min−1 do 0,2 ml·min−1. Jako optimální 
podmínky stanovení byly vyhodnoceny obsah methanolu v mobilní fázi 75 % a průtoková 
rychlost 0,4 ml·min−1. 
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Při samotném stanovení obsahu benzokainu byla pastilka rozpuštěna ve 200 ml 
vody:methanolu 25:75 (v/v). Nejprve byl proměřen vzorek bez standardního přídavku        
a poté s 50 μl, 100 μl a 150 μl přídavku. 
 
2.5.3.3 Stanovení v pastilkách Dolo-angin® 
Pastilka Dolo-angin® byla rozpuštěna ve 250 ml směsi voda:methanol v poměru 
25:75 (v/v). Roztok byl přefiltrován přes filtrační papír. Takto připravený roztok byl poté 
ještě desetkrát naředěn stejnou směsí. 
Stanovení probíhalo metodou HPLC. Mobilní fáze sestávala z fosfátového pufru       
o pH 4 a methanolu v poměru 25:75 (v/v), průtoková rychlost byla 0,4 ml·min−1. Přídavky 
činily 50 μl, 100 μl a 150 μl 1·10−3 mol·l−1 roztoku benzokainu ve směsi voda:methanol 
25:75 (v/v). 
 
 
2.5.3.4 Stanovení v roztoku Herbadent® 
HPLC-ED stanovení obsahu benzokainu 
Pro stanovení benzokainu byla využita nejprve metoda HPLC s využitím CPE jako 
elektrochemického detektoru.  
100 μl tohoto přípravku bylo rozpuštěno v 50 ml směsi voda:methanol v poměru 
shodném se složením mobilní fáze. Takto získaný roztok nevyžadoval žádných dalších 
úprav.  
Z důvodu obsahu kyseliny salicylové, jejíž retenční čas se podobal retenčnímu času 
benzokainu, bylo stanovení optimalizováno. Sledoval se vliv obsahu methanolu v mobilní 
fázi s poměry fosfátového pufru o pH 4:methanolu 20:80, 25:75 a 30:70 (v/v) a ovlivnění 
průtokovou rychlostí (v rozmezí od 0,5 ml·min−1 do 0,2 ml·min−1). Jako podmínky 
stanovení byly vybrány mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4 a methanol v poměru 25:75 
(v/v) a průtoková rychlost 0,4 ml·min−1.  
Prvním standardním přídavkem bylo 50 μl, druhým 100 μl a třetím 150 μl          
1·10−3 mol·l−1 roztoku benzokainu ve směsi voda:methanol 25:75 (v/v). 
 
 
 
 26
HPLC/UV/MS stanovení obsahu benzokainu 
V 50 ml směsi voda:methanol v poměru 25:75 (v/v) bylo rozpuštěno 100 μl 
přípravku. Mobilní fáze byla tvořena 0,1% kyselinou octovou a methanolem v poměru 
25:75 (v/v) s rychlostí průtoku 0,4 ml·min−1. 
Nejprve bylo změřeno ESI spektrum injekcí roztoku benzokainu o koncentraci    
1·10-4 mol·l−1 ve směsi 0,1% kyselina octová:methanol v poměru 25:75 (v/v) 
prostřednictvím přímého vstupu. Tlak plynu ve zmlžovači byl 10 psi, jako sušící plyn byl 
použit dusík o průtoku 5 l·min−1 a teplotě 300 °C, na kapiláru bylo vloženo napětí 4 kV, 
rozsah skenu byl 50 – 400 m/z a snímány byly pozitivní ionty.  
Při samotném stanovení obsahu benzokainu byl efluent detekován UV detektorem     
s diodovým polem (při 292 nm) a následně byl zaváděn do hmotnostního detektoru            
v pozitivním ESI módu. Tlak plynu ve zmlžovači byl 25 psi, sušícím plynem byl dusík     
(5 l·min−1) při teplotě 300 °C a na kapiláru bylo vloženo napětí 4 kV. Spektra byla snímána 
v rozsahu 50 – 800 m/z. 
Standardní přídavky byly totožné jako u HPLC-ED stanovení benzokainu                  
v Herbadentu®. 
Stanovení obsahu benzokainu v Herbadentu® s využitím všech výše uvedených 
metod bylo provedeno celkem desetkrát, přičemž pro tyto analýzy byly využity dvě různé 
šarže roztoku Herbadentu®. 
 
HPLC-ED stanovení obsahu kyseliny salicylové 
100 μl Herbadentu® bylo rozpuštěno ve 100 ml směsi vody a methanolu v poměru 
25:75 (v/v). Složení mobilní fáze a průtoková rychlost byla zachována stejná jako při 
HPLC-ED stanovení obsahu benzokainu v Herbadentu®. 
Standardní přídavky byly 100 μl, 200 μl a 300 μl 1·10−3 mol·l−1 roztoku kyseliny 
salicylové ve směsi voda:methanol 25:75 (v/v). 
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2.5.4 Modifikace CPE iontovými kapalinami 
Při přípravě CILE, kdy došlo k úplnému nahrazení minerálního oleje RTILem, či 
přípravě IL/CPE, kde byl minerální olej jen částečně nahrazen RTILem, byly použity dva 
druhy RTILů. Jako první byl použit 1-butyl-4-methylpyridinium tetrafluoroborát 
([BMPM][BF4]) a následně 1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfát 
([BMIM][PF6]). 
Měření probíhalo metodou FIA a HPLC. Mobilní fáze byla připravena z fosfátového 
pufru o pH 4 a methanolu v poměru 20:80 (v/v). Průtok mobilní fáze byl u FIA                  
1 ml·min−1, u HPLC pak 0,5 ml·min−1 a dávkovaný objem byl vždy 20 μl. U metody HPLC 
byla použita kolona Watrex Reprosil® 100 C18, 250 x 4 mm, 5 μm. 
Měřeny byly roztoky benzokainu o koncentraci 1·10-4 mol·l−1 a 5·10-5 mol·l−1           
ve směsi voda:methanol v poměru 20:80 (v/v). Nadávkována byla také směs 
voda:methanol v poměru 20:80 (v/v). Všechny křivky byly proměřeny nejméně třikrát. 
 
1-Butyl-4-methylpyridinium tetrafluoroborát ([BMPM][BF4]) 
První typ elektrody byl připraven z mikrokuliček skelného uhlíku a tohoto RTILu, 
který plně nahradil minerální olej v elektrodě, tedy se 100% obsahem RTILu. Ve druhém 
případě byla elektroda tvořena mikrokuličkami skelného uhlíku a RTILem/minerálním 
olejem v poměru 50:50 (v/v). K měření byla využita pouze metoda FIA. 
 
1-Butyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfát ([BMIM][PF6]) 
Nejdříve byla připravena elektroda ze 150 mg mikrokuliček ze skelného uhlíku         
a 55 μl tohoto RTILu, tedy se 100% obsahem RTILu v elektrodě, poté bylo měření 
prováděno na elektrodách obsahujících RTIL/minerální olej v poměrech 50:50 a 25:75 
(v/v). 
Měření probíhalo metodou FIA se všemi typy výše zmíněných elektrod. Technika 
HPLC byla využita pouze u elektrody obsahující RTIL/minerální olej v poměru 50:50 
(v/v). 
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3 VÝSLEDKY A DISKUSE 
 
3.1 Spektrofotometrické studium stálosti zásobního roztoku 
benzokainu 
Stálost zásobního roztoku benzokainu v methanolu byla sledována 
spektrofotometricky. 
Byly sledovány absorbance při dvou vlnových délkách v průběhu 6 měsíců, 
naměřené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 3.1. Z hodnot vyplývá, že zásobní roztok 
benzokainu v methanolu o koncentraci 1·10−3 mol·l−1 je při uchování v temnu v chladničce 
při teplotě 5 ºC stálý nejméně půl roku. Z absorpčního spektra (Obr. 3.1) vyplývá, že 
absorpční maximum studované látky je 292 nm.  
 
 
 
Tab. 3.1  Stálost zásobního roztoku benzokainu v MeOH 
o c = 1·10−3 mol·l−1 (sledováno spektrofotometricky). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
λ = 221 nm λ = 292 nm 
t (dny) 
A (AU) % A (AU) % 
0 0,850 100,0 1,977 100,0 
15 0,854 100,5 1,989 100,6 
34 0,871 102,5 2,011 101,7 
67 0,872 102,6 1,973 99,8 
104 0,860 101,2 1,995 100,9 
179 0,855 100,6 1,991 100,7  
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Obr. 3.1  UV-VIS spektrum benzokainu o c = 1·10−3 mol·l−1 v MeOH.  
 (Měřeno v křemenné kyvetě o tloušťce 1 mm proti MeOH.)  
 
 
 
3.2 FIA stanovení s elektrochemickou a UV detekcí 
3.2.1 Optimalizace podmínek 
Hydrodynamické voltamogramy 
Důležitým faktorem pro optimální stanovení látek je nalezení optimálního potenciálu 
pracovní elektrody. K určení optimálního potenciálu byly změřeny hydrodynamické 
voltamogramy studované látky, tj. závislosti výšky nebo plochy píku na potenciálu 
vkládaném na pracovní elektrodu. 
Měření bylo provedeno pro pH mobilní fáze 2, 4, 7, 9 a 11. Hodnoty potenciálů 
pracovní elektrody byly v rozmezí +0,8 V až +1,3 V. 
Získané hydrodynamické voltamogramy jsou znázorněny na Obr. 3.2 pro výšky píků 
a na Obr. 3.3 pro plochy píků. Jako optimální podmínky stanovení benzokainu pro další 
měření byly zvoleny pH mobilní fáze 4 a potenciál pracovní elektrody +1,2 V. Na Obr. 3.4 
a 3.5 jsou znázorněny FIA záznamy získané za optimálních podmínek pro UV a 
elektrochemický detektor. 
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Obr. 3.2   Závislosti výšek píků (hP) na vloženém potenciálu ED. 
(Dávkováno 20 μl roztoku benzokainu o koncentraci 1·10−4 mol·l−1 ve směsi 
voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), mobilní fáze fosfátový či BR pufr o uvedeném 
pH:MeOH 20:80 (v/v), 1 ml·min−1.) 
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Obr. 3.3   Závislosti ploch píků (AP) na vloženém potenciálu ED.  
(Dávkováno 20 μl roztoku benzokainu o koncentraci 1·10−4 mol·l−1 ve směsi 
voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), mobilní fáze fosfátový či BR pufr o uvedeném 
pH:MeOH 20:80 (v/v), 1 ml·min−1.) 
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Obr. 3.4   FIA záznam benzokainu.  
(UV detekce při 292 nm, dávkováno 20 μl roztoku benzokainu o koncentraci            
1·10−4 mol·l−1 ve směsi voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), mobilní fáze fosfátový 
pufr o pH 4:MeOH 20:80 (v/v), 1 ml·min−1.) 
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Obr. 3.5   FIA záznam benzokainu.  
(Amperometrická detekce na CPE při potenciálu +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku 
benzokainu o koncentraci 1·10−4 mol·l−1 ve směsi voda:MeOH v poměru 20:80 
(v/v), mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 20:80 (v/v), 1 ml·min−1.) 
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3.2.2 Kalibrační závislosti 
Proměření kalibračních závislostí benzokainu bylo provedeno za zjištěných 
optimálních podmínek, tj. pH mobilní fáze 4 a potenciálu pracovní elektrody +1,2 V. 
Měření probíhalo za podmínek uvedených v kapitole 2.5.2. 
 
3.2.2.1 Spektrofotometrická detekce 
UV spektrofotometrická detekce probíhala při 292 nm. Proměřeny byly koncentrace 
v rozmezí 1·10−4 až 2·10−7 mol·l−1. Vyhodnoceny byly plochy i výšky píků. Kalibrační 
závislosti byly zpracovány metodou lineární regrese. V Tab. 3.2 a 3.3 jsou uvedeny 
získané parametry kalibračních závislostí. Na Obr. 3.6 a 3.7 jsou zaznamenány kalibrační 
závislosti ploch a výšek píků benzokainu v celém koncentračním rozmezí, Obr. 3.8 a 3.9 
pak tyto závislosti znázorňují v logaritmické formě.  
Mez detekce LD = 1,2·10−7 mol·l−1 byla stanovena jako množství analytu poskytující 
signál, jehož výška je rovna trojnásobku absolutní hodnoty šumu. 
Kalibrační závislosti jsou lineární v celé měřené oblasti koncentrací, druhá mocnina 
korelačních koeficientů se pohybuje v intervalu 0,9999 až 0,9976. Směrnice 
logaritmických závislostí linearitu potvrzují, jelikož se jejich hodnota blíží jedné. 
 
Tab. 3.2  Parametry kalibračních závislostí benzokainu pro FIA s UV spektrofotometrickou 
detekcí při 292 nm vyhodnocené z ploch píků. 
 
c Směrnice  
(mol·1−1)  
  
  
 
(kAU·s·mol-1·l) 
Úsek 
(mAU·s) R
2
1·10−5 – 1·10−4 70,2 27,6 0,9999 
1·10−6 – 1·10−5 72,5  3,7 0,9984 
2·10−7 – 1·10−6 73,1  0,2 0,9985 
2·10−7 – 1·10−4 70,4 11,0 0,9999 
Závislost log AP na log c: směrnice = 0,99; úsek = 7,7; R2 = 0,9995. 
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Tab. 3.3  Parametry kalibračních závislostí benzokainu pro FIA s UV spektrofotometrickou 
detekcí při 292 nm vyhodnocené z výšek píků. 
 
c Směrnice 
(mol·1−1)  
 
 
 
(kAU·mol−1·l) 
Úsek 
(mAU) R
2
1·10−5 – 1·10−4   9,9 11,3 0,9992 
1·10−6 – 1·10−5 10,9 −4,3 0,9977 
2·10−7 – 1·10−6   9,4   0,1 0,9976 
2·10−7 – 1·10−4 10,0   1,5 0,9995 
Závislost log hP na log c: směrnice = 1,01; úsek = 7,1; R2 = 0,9995. 
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Obr. 3.6  Kalibrační závislost benzokainu vyhodnocená z ploch píků AP v koncentračním 
rozmezí 2·10−7 až 1·10−4 mol·l−1.  
(UV detekce při 292 nm, dávkováno 20 μl roztoku benzokainu ve směsi 
voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 20:80 
(v/v), 1 ml·min−1.) 
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Obr. 3.7  Kalibrační závislost benzokainu, vyhodnoceno z výšek píků hP v koncentračním 
rozmezí 2·10−7 až 1·10−4 mol·l−1.  
(UV detekce při 292 nm, dávkováno 20 μl roztoku benzokainu ve směsi 
voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 20:80 
(v/v), 1 ml·min−1.) 
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Obr. 3.8   Kalibrační závislost benzokainu v logaritmické formě, vyhodnoceno z ploch píků AP 
v koncentračním rozmezí 2·10−7 až 1·10−4 mol·l−1.  
(UV detekce při 292 nm, dávkováno 20 μl roztoku benzokainu ve směsi 
voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 20:80 
(v/v), 1 ml·min−1.) 
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Obr. 3.9  Kalibrační závislost benzokainu v logaritmické formě vyhodnocená z výšek  píků hP 
v koncentračním rozmezí 2·10−7 až 1·10−4 mol·l−1.  
(UV detekce při 292 nm, dávkováno 20 μl roztoku benzokainu ve směsi 
voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 20:80 
(v/v), 1 ml·min−1.) 
 
 
 
3.2.2.2 Elektrochemická detekce 
Kalibrační závislosti byly proměřeny s amperometrickou detekcí. Jako pracovní 
elektroda sloužila uhlíková pastová elektroda, na kterou byl vložen potenciál +1,2 V. 
Proměřovány byly koncentrace v rozmezí 1·10−4 až 2·10−7 mol·l−1.  
Vyhodnoceny byly plochy i výšky píků. Závislosti byly zpracovány metodou lineární 
regrese. Získané parametry kalibračních závislostí jsou uvedeny v Tab. 3.4 a 3.5. 
Na Obr. 3.10 jsou zachyceny FIA záznamy v koncentračním rozmezí                  
1·10−4 až 1·10−5 mol·l−1. 
Na Obr. 3.11 a 3.12 jsou zobrazeny celkové kalibrační závislosti ploch a výšek píků 
benzokainu na jeho koncentraci. Obr. 3.13 a 3.14 znázorňují tyto kalibrační závislosti 
v celém koncentračním rozmezí v logaritmické formě. 
Kalibrační závislosti jsou lineární v celé měřené oblasti koncentrací, druhá mocnina 
korelačních koeficientů se pohybuje v intervalu 0,9999 až 0,9977. Směrnice 
logaritmických závislostí linearitu potvrzují, jelikož se jejich hodnota blíží jedné. 
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Mez detekce LD = 1,9·10−7 mol·l−1 byla stanovena jako množství analytu poskytující 
signál, jehož výška je rovna trojnásobku absolutní hodnoty šumu. 
Mez detekce je srovnatelná se stanovením se spektrofotometrickou detekcí. 
Z výsledků je patrné, že se při FIA stanovení benzokainu s elektrochemickou detekcí 
na CPE dosahuje stejných výsledků jako při stanovení metodou HPLC-ED                      
(LD = 2·10−7 mol·l−1) [51]. 
 
Tab. 3.4  Parametry kalibračních závislostí benzokainu pro FIA s amperometrickou         
detekcí na CPE při potenciálu +1,2 V vyhodnocené z ploch píků. 
 
 c Směrnice  
(mol·1−1)  
  
  
 
(mA·s·mol−1·l) 
Úsek         
(nA·s) R
2
1·10−5 – 1·10−4 42,3 25,4 0,9991 
1·10−6 – 1·10−5 42,6  4,7 0,9977 
2·10−7 – 1·10−6 40,8  1,4 0,9984 
2·10−7 – 1·10−4 42,6  6,2 0,9996 
Závislost log AP na log c: směrnice = 0,99; úsek = 7,6; R2 = 0,9995. 
 
 
Tab. 3.5  Parametry kalibračních závislostí benzokainu pro FIA s amperometrickou         
detekcí na CPE při potenciálu +1,2 V vyhodnocené z výšek píků. 
 
c Směrnice  
(mol·1−1)  
  
  
 
   (mA·mol−1·l) 
         Úsek        
         (nA) R
2
1·10−5 – 1·10−4 5,6   4,0 0,9998 
1·10−6 – 1·10−5 5,9 −0,4 0,9985 
2·10−7 – 1·10−6 6,1 −0,1 0,9987 
2·10−7 – 1·10−4 5,6   0,8 0,9999 
Závislost log hP na log c: směrnice = 1,00; úsek = 6,7; R2 = 0,9999. 
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   Obr. 3.10  FIA-ED záznamy benzokainu.  
(Amperometrická detekce na CPE při potenciálu +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku 
benzokainu příslušné koncentrace ve směsi voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), 
mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 20:80 (v/v), 1 ml·min−1.) 
Koncentrace benzokainu: 10·10−5 (1),  8·10−5 (2), 6·10−5 (3), 4·10−5 (4), 2·10−5 (5), 
1·10−5 (6) mol·l−1. 
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Obr. 3.11  Kalibrační závislost benzokainu, vyhodnoceno z ploch píků AP v koncentračním 
rozmezí 2·10−7 až 1·10−4 mol·l−1.  
(Amperometrická detekce na CPE při potenciálu +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku 
benzokainu ve směsi voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), mobilní fáze fosfátový pufr 
o pH 4:MeOH 20:80 (v/v), 1 ml·min−1.) 
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Obr. 3.12  Kalibrační závislost benzokainu vyhodnocená z výšek píků hP v koncentračním 
rozmezí 2·10−7 až 1·10−4 mol·l−1.  
(Amperometrická detekce na CPE při potenciálu +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku 
benzokainu ve směsi voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), mobilní fáze fosfátový pufr 
o pH 4:MeOH 20:80 (v/v), 1 ml·min−1.) 
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Obr. 3.13  Kalibrační závislost benzokainu v logaritmické formě, vyhodnoceno z ploch píků AP  
  v koncentračním rozmezí 2·10−7 až 1·10−4 mol·l−1.  
 (Amperometrická detekce na CPE při potenciálu +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku  
 benzokainu ve směsi voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), mobilní fáze fosfátový pufr 
 pH 4:MeOH 20:80 (v/v), 1 ml·min−1.) 
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Obr. 3.14  Kalibrační závislost benzokainu v logaritmické formě, vyhodnoceno z výšek píků hP  
 v koncentračním rozmezí 2·10−7 až 1·10−4 mol·l−1.  
(Amperometrická detekce na CPE při potenciálu +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku 
benzokainu ve směsi voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), mobilní fáze fosfátový pufr 
pH 4:MeOH 20:80 (v/v), 1 ml·min−1.) 
 
3.2.3 Opakovatelnost měření s elektrochemickou detekcí 
Opakovatelnost měření s elektrochemickou detekcí na uhlíkové pastové elektrodě 
byla zjištěna desetinásobným nadávkováním 20 µl roztoku benzokainu o koncentraci    
1·10-4 mol·l−1 ve směsi voda:methanol v poměru 20:80 (v/v). Dávkování probíhalo 
v intervalech 40 sekund. Při měření byly použity optimální podmínky. 
Výsledky jsou zaznamenány v Tab. 3.6 a na Obr. 3.15 je zachycen FIA-ED záznam 
pro vyhodnocení opakovatelnosti měření s elektrochemickou detekcí. Stanovené relativní 
směrodatné odchylky jsou 1,1 % pro plochu píku a 0,8 % pro výšku píku. 
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 Tab. 3.6 Opakovatelnost měření s elektrochemickou detekcí na CPE.                      
(Amperometrická detekce na CPE při potenciálu +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku 
 benzokainu o koncentraci 1·10−4 mol·l−1 ve směsi voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), 
 mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 20:80 (v/v), 1 ml·min−1.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          
Pík AP (nA.s) hP (nA) 
1 4298,8 558,6 
2 4181,8 553,2 
3 4237,6 562,6 
4 4259,4 567,1 
5 4155,7 552,6 
6 4242,4 562,9 
7 4200,3 558,5 
8 4208,4 562,0 
9 4229,6 562,0 
10 4209,0 557,9 
 
         Průměr:                    4222,3 nA.s                       559,7 nA 
                     s                             46,5 nA.s                            4,7 nA 
     sr                               1,1 %                                0,8 % 
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Obr. 3.15  FIA-ED záznam pro vyhodnocení opakovatelnosti měření s elektrochemickou   
                 detekcí na CPE. 
 (Amperometrická detekce na CPE při potenciálu +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku  
 benzokainu o koncentraci 1·10−4 mol·l−1 ve směsi voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), 
 mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 20:80 (v/v), 1 ml·min−1.) 
 
 
 
3.2.4 Vliv průtokové rychlosti na stanovení benzokainu metodou FIA 
Na Obr. 3.16 a 3.17 je znázorněna závislost proudu píku benzokainu o koncentraci 
1·10−4 mol·l−1 na průtokové rychlosti mobilní fáze vyhodnocená z ploch i výšek píků. Je 
patrné, že průtoková rychlost nemá výrazný vliv na plochu píku, ale spíše na výšku píku. 
Mohlo by tak dojít ke snížení limitu detekce. Se zvyšující se průtokovou rychlostí však 
docházelo ke znatelnému zhoršení opakovatelnosti měření. 
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Obr. 3.16  Závislost proudu píku benzokainu na průtokové rychlosti mobilní fáze. 
 (Vyhodnoceno z ploch píků, amperometrická detekce na CPE při potenciálu    
+1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku benzokainu o koncentraci 1·10−4 mol·l−1 ve směsi 
 voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 
 20:80 (v/v).) 
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Obr. 3.17  Závislost proudu píku benzokainu na průtokové rychlosti mobilní fáze. 
(Vyhodnoceno z výšek píků, amperometrická detekce na CPE při potenciálu    
+1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku benzokainu o koncentraci 1·10−4 mol·l−1 ve směsi 
voda:MeOH v poměru 20:80 (v/v), mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 20:80 
(v/v).) 
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3.3 Stanovení obsahu benzokainu v reálných vzorcích 
Roztoky reálných vzorků byly připraveny tak, aby analýza probíhala v řádech 
koncentrací benzokainu, pro které je ověřena lineární odezva elektrochemického detektoru. 
Pro stanovení benzokainu v reálných vzorcích byla využita metoda standardního 
přídavku. 
Všechny přípravky byly analyzovány nejprve metodou FIA s využitím CPE jako 
elektrochemického detektoru. Nakonec mohla být tato metoda využita jen pro stanovení 
analytu v pastilkách Neoseptolete®, jelikož u ostatních vzorků docházelo při potenciálu 
+1,2 V, vloženém na elektrodu, k oxidaci dalších látek, obsažených v přípravku. Takto 
stanovená hodnota obsahu benzokainu pak byla chybně vyšší. Výsledky těchto měření zde 
nejsou uvedeny. 
Další využitou metodou pro stanovení benzokainu v reálných vzorcích byla proto 
HPLC, kde mohlo dojít k oddělení oxidujících se látek. HPLC stanovení benzokainu na 
uhlíkové pastové elektrodě bylo již provedeno [51], v této práci však nebyla metoda 
použita pro stanovení analytu v reálných vzorcích. 
 
3.3.1 Stanovení v pastilkách Neoseptolete® 
Benzokain byl v pastilkách Neoseptolete® úspěšně stanoven metodou FIA.              
Na Obr. 3.18 jsou znázorněny příslušné FIA záznamy s jednotlivými přídavky, na          
Obr. 3.19 je uvedena kalibrační závislost měřená metodou standardního přídavku pro 
stanovení benzokainu v přípravku Neoseptolete®. 
Pomocí HPLC bylo ověřeno, že se při potenciálu +1,2 V, vloženém na CPE, oxiduje 
v Neoseptolete® pouze benzokain. Po nadávkování vzorku rozpuštěné pastilky se v HPLC 
systému objevil jediný pík, s retenčním časem odpovídajícím benzokainu (potvrzeno 
nástřikem 1·10−4 mol·l−1 roztoku benzokainu). Žádný další pík nebyl během 30 minut 
zaznamenán (Obr. 3.20). 
V Tab. 3.7 jsou uvedeny hodnoty obsahu stanoveného, obsahu uváděného výrobcem 
a příslušné statistické výpočty. 
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Obr. 3.18  FIA-ED záznamy stanovení obsahu benzokainu v pastilce Neoseptolete®. 
(Pastilka rozpuštěna v 500 ml H2O:MeOH 20:80 (v/v), amperometrická detekce na 
CPE při +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku, mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 
20:80 (v/v), 1 ml·min−1). 
Vzorek bez přídavku (1), vzorek + standardní přídavek 100 μl (2), vzorek + 
standardní přídavek 200 μl (3), vzorek + standardní přídavek 300 μl (4) 1·10−3 mol·l−1 
roztoku benzokainu ve směsi voda:MeOH 20:80 (v/v).)  
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Obr. 3.19 Kalibrační závislost stanovení obsahu benzokainu v pastilkách Neoseptolete® 
metodou standardního přídavku. 
(Vyhodnoceno z ploch píků AP. Měřeno metodou FIA, amperometrická detekce na 
CPE při potenciálu +1,2 V, mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 20:80 (v/v),    
1 ml·min−1.) 
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Obr. 3.20  Chromatogram pastilky Neoseptolete®.  
(Pastilka rozpuštěna v 500 ml H2O:MeOH 20:80 (v/v), amperometrická detekce na 
CPE při +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku, mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 
20:80 (v/v); 0,5 ml·min−1, kolona Watrex Reprosil® 100 C18, 250 x 4 mm, 5 μm.)  
 
 
 
 
      Tab. 3.7 Výsledky stanovení benzokainu v pastilkách Neoseptolete®                        
                metodou FIA-ED a statistické vyhodnocení. 
 
Přípravek Neoseptolete®
Stanovený obsah 
 benzokainu/pas, mg 
5,18 
s  0,05 
     sr, % 0,96 
  L1,2 0,06 
Obsah benzokainu/pas 
  dle výrobce, mg 
5,00 
Výtěžek, %        103,60 
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3.3.2 Stanovení v pastilkách Hexoral® 
Z důvodu přítomnosti dalších látek, které se oxidovaly při potenciálu +1,2 V, byla 
využita metoda HPLC. Vzhledem k výskytu neznámé látky, s retenčním časem podobným 
retenčnímu času analytu, byla provedena optimalizace podmínek stanovení.  
Nejprve byl sledován vliv obsahu methanolu v mobilní fázi (Obr. 3.21). Obsah 
organického modifikátoru má vliv na chromatografické chování látek. Je patrné, že retence 
látek se zvyšuje s klesajícím obsahem methanolu v mobilní fázi. 
Vliv klesající rychlosti průtoku je patrný z Obr. 3.22. Zvolením mobilní fáze              
s vhodným obsahem organické složky a volbou průtokové rychlosti tak lze dosáhnout 
potřebného oddělení látek. Dostatečného rozlišení píků při současném zachování rozumné 
doby analýzy bylo dosaženo při použití mobilní fáze o obsahu methanolu 75 % a 
průtokové rychlosti 0,4 ml·min−1. 
Obr. 3.23 zachycuje chromatogramy stanovení obsahu benzokainu v pastilce 
Hexoral® s jednotlivými přídavky. Na Obr. 3.24 je uvedena kalibrační závislost stanovení 
měřená metodou standardního přídavku. V Tab. 3.8 jsou shrnuty výsledky stanovení a 
jejich statistické vyhodnocení. 
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Obr. 3.21  Chromatogramy optimalizace podmínek stanovení benzokainu v pastilce Hexoral® -
 vliv obsahu MeOH v mobilní fázi.  
(Pastilka rozpuštěna ve 100 ml H2O:MeOH v příslušném poměru, amperometrická 
detekce na CPE při +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku, mobilní fáze fosfátový pufr      
o pH 4:MeOH v příslušném poměru; 0,4 ml·min−1, kolona Watrex Reprosil® 100 C18, 
250 x 4 mm, 5 μm.) 
Obsah MeOH v mobilní fázi: 70 % (1), 75 % (2) a 80 % (3). 
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Obr. 3.22  Chromatogramy optimalizace podmínek stanovení benzokainu v pastilce Hexoral® -   
                 vliv průtokové rychlosti.  
(Pastilka rozpuštěna ve 100 ml H2O:MeOH 25:75 (v/v), amperometrická detekce na 
CPE při +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku, mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 
25:75 (v/v), kolona Watrex Reprosil® 100 C18, 250 x 4 mm, 5 μm.)  
Průtoková rychlost: 0,5 ml·min−1 (1); 0,3 ml·min−1 (2); 0,2 ml·min−1 (3)                        
a 0,4 ml·min−1 (4). 
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 Obr. 3.23  Chromatogramy stanovení obsahu benzokainu v pastilce Hexoral®. 
(Pastilka rozpuštěna ve 200 ml H2O:MeOH 25:75 (v/v), amperometrická detekce 
na CPE při +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku, mobilní fáze fosfátový pufr             
o pH 4:MeOH 25:75 (v/v); 0,4 ml·min−1, kolona Watrex Reprosil® 100 C18,       
250 x 4 mm, 5 μm.)  
Vzorek bez přídavku (1), vzorek + standardní přídavek 50 μl (2), vzorek + 
standardní přídavek 100 μl (3), vzorek + standardní přídavek 150 μl (4)       
1·10−3 mol·l−1 roztoku benzokainu ve směsi voda:MeOH 25:75 (v/v). 
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Obr. 3.24 Kalibrační závislost stanovení obsahu benzokainu v pastilkách Hexoral®
                metodou standardního přídavku.  
                (Vyhodnoceno z ploch píků AP. Měřeno metodou HPLC, amperometrická 
                detekce na CPE při potenciálu +1,2 V, mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 
                25:75 (v/v); 0,4 ml·min−1, kolona Watrex Reprosil® 100 C18, 250 x 4 mm, 5 μm.) 
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Tab. 3.8    Výsledky stanovení benzokainu v pastilkách Hexoral®                                      
                   metodou HPLC-ED a statistické vyhodnocení. 
   
Přípravek Hexoral®
Stanovený obsah 
 benzokainu/pas, mg 
1,48 
s  0,03 
     sr, % 2,03 
  L1,2 0,04 
Obsah benzokainu/pas 
  dle výrobce, mg 
1,50 
Výtěžek, %          98,67 
 
 
 
3.3.3 Stanovení v pastilkách Dolo-angin® 
Při HPLC stanovení analytu v pastilkách Dolo-angin® nebylo nutné provádět 
optimalizaci podmínek, jelikož další látky obsažené v přípravku, oxidující se při zvoleném 
potenciálu, měly odlišné retenční časy. 
Na Obr. 3.25 jsou zobrazeny příslušné chromatogramy s jednotlivými přídavky, na 
Obr. 3.26 je uvedena kalibrační závislost měřená metodou standardního přídavku pro 
stanovení benzokainu v přípravku Dolo-angin®. V Tab. 3.9 jsou uvedeny hodnoty obsahu 
stanoveného, obsahu uváděného výrobcem a příslušné statistické výpočty.  
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Obr. 3.25  Chromatogramy stanovení obsahu benzokainu v pastilce Dolo-angin®.  
(Pastilka rozpuštěna ve 250 ml H2O:MeOH 25:75 (v/v), vzorek poté ještě 
desetkrát naředěn, amperometrická detekce na CPE při +1,2 V, dávkováno 20 μl 
roztoku, mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 25:75 (v/v); 0,4 ml·min−1, 
kolona Watrex Reprosil® 100 C18, 250 x 4 mm, 5 μm.)  
Vzorek bez přídavku (1), vzorek + standardní přídavek 50 μl (2), vzorek + 
standardní přídavek 100 μl (3), vzorek + standardní přídavek 150 μl (4)       
1·10−3 mol·l−1 roztoku benzokainu ve směsi voda:MeOH 25:75 (v/v). 
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   Obr. 3.26  Kalibrační závislost stanovení obsahu benzokainu v pastilkách Dolo-angin®     
                    metodou standardního přídavku.  
   (Vyhodnoceno z ploch píků AP. Měřeno metodou HPLC, amperometrická     
   detekce na CPE při potenciálu +1,2 V, mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH    
   25:75 (v/v); 0,4 ml·min−1, kolona Watrex Reprosil® 100 C18, 250 x 4 mm, 5 μm.) 
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Tab. 3.9    Výsledky stanovení benzokainu v pastilkách Dolo-angin®                                      
                   metodou HPLC-ED a statistické vyhodnocení. 
 
Přípravek Dolo-angin®
Stanovený obsah 
 benzokainu/pas, mg 
9,89 
s  0,17 
      sr, % 1,72 
  L1,2 0,20 
Obsah benzokainu/pas 
  dle výrobce, mg 
         10,00 
Výtěžek, %          98,90 
 
 
 
3.3.4 Stanovení v roztoku Herbadent® 
HPLC-ED stanovení obsahu benzokainu 
Z důvodu výskytu píku kyseliny salicylové, obsažené v přípravku, eluující                 
v  blízkosti benzokainu, byly optimalizovány podmínky HPLC stanovení. Na Obr. 3.27 lze 
vidět vliv obsahu methanolu v mobilní fázi na oddělení píků, na Obr. 3.28 je zachycen vliv 
klesající průtokové rychlosti. Nejvyšší rozlišení bylo získáno při použití mobilní fáze         
o obsahu methanolu 75 % a průtokové rychlosti 0,4 ml·min−1. 
Obr. 3.29 zachycuje chromatogramy stanovení obsahu benzokainu v roztoku 
Herbadent® s jednotlivými přídavky. Kalibrační závislost stanovení měřená metodou 
standardního přídavku je uvedena na Obr. 3.30. 
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Obr. 3.27  Chromatogramy optimalizace podmínek stanovení benzokainu v Herbadentu® -  
 vliv obsahu MeOH v mobilní fázi.  
 (100 μl roztoku rozpuštěno v 50 ml H2O:MeOH v příslušném poměru, 
 amperometrická detekce na CPE při +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku, mobilní fáze 
 fosfátový pufr o pH 4:MeOH v příslušném poměru; 0,4 ml·min−1, kolona Watrex 
 Reprosil® 100 C18, 250 x 4 mm, 5 μm.)  
 Obsah MeOH v mobilní fázi: 80 % (1), 75 % (2) a 70 % (3). 
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Obr. 3.28  Chromatogramy optimalizace podmínek stanovení benzokainu v roztoku 
 Herbadent® - vliv průtokové rychlosti.  
 (100 μl roztoku rozpuštěno v 50 ml H2O:MeOH 25:75 (v/v), amperometrická 
 detekce na CPE při +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku, mobilní fáze fosfátový pufr        
 o pH 4:MeOH 25:75 (v/v), kolona Watrex Reprosil® 100 C18, 250 x 4 mm, 5 μm.) 
 Průtok: 0,5 ml·min−1 (1); 0,4 ml·min−1 (2); 0,3 ml·min−1 (3) a 0,2 ml·min−1 (4). 
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Obr. 3.29  Chromatogramy stanovení obsahu benzokainu v roztoku Herbadent®.  
(100 μl roztoku rozpuštěno v 50 ml H2O:MeOH 25:75 (v/v), amperometrická detekce 
na CPE při +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku, mobilní fáze fosfátový pufr                    
o pH 4:MeOH 25:75 (v/v); 0,4 ml·min−1, kolona Watrex Reprosil® 100 C18,             
250 x 4 mm, 5 μm.)  
Vzorek bez přídavku (1), vzorek + standardní přídavek 50 μl (2), vzorek + standardní 
přídavek 100 μl (3), vzorek + standardní přídavek 150 μl (4) 1·10−3 mol·l−1 roztoku 
benzokainu ve směsi voda:MeOH 25:75 (v/v). 
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Obr. 3.30 Kalibrační závislost stanovení obsahu benzokainu v Herbadentu® metodou 
standardního přídavku, vyhodnoceno z ploch píků AP.  
(HPLC, amperometrická detekce na CPE při potenciálu +1,2 V, mobilní fáze 
fosfátový pufr o pH 4:MeOH 25:75 (v/v); 0,4 ml·min−1, kolona Watrex Reprosil® 100 
C18, 250 x 4 mm, 5 μm.) 
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HPLC/UV/MS stanovení obsahu benzokainu 
Z důvodu stanoveného nižšího obsahu benzokainu v přípravku Herbadent®, nežli 
udává výrobce, byl vzorek analyzován v laboratoři hmotnostní spektrometrie na Katedře 
organické a jaderné chemie Přírodovědecké fakulty UK. 
Nemohla být použita mobilní fáze s obsahem fosfátového pufru, jelikož se jedná       
o netěkavý pufr, a docházelo by tak k jeho usazování v hmotnostním spektrometru. Místo 
tohoto pufru bylo nutné použít pufr obsahující těkavé složky. Proto byla zvolena          
0,1% kyselina octová, která navíc podpořila samotnou ionizaci. 
Na základě změření ESI spektra standardního roztoku benzokainu (Obr. 3.31) byl pro 
detekci analytu v Herbadentu® vybrán ion m/z 166, který náleží protonované molekule 
[M+H]+. Vyhodnocení bylo provedeno podle chromatogramu příslušejícího tomuto iontu. 
Na Obr. 3.32 jsou znázorněny příslušné chromatogramy s jednotlivými přídavky, na     
Obr. 3.33 je uvedena kalibrační závislost měřená metodou standardního přídavku pro 
stanovení benzokainu v přípravku Herbadent®. 
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Obr. 3.31  ESI spektrum benzokainu.  
(Změřeno injekcí roztoku benzokainu o koncentraci 1·10-4 mol·l−1 ve směsi          
0,1% kyselina octová:MeOH v poměru 25:75 (v/v) prostřednictvím přímého vstupu. 
Tlak plynu ve zmlžovači: 10 psi, sušící plyn: dusík s průtokem 5 l·min−1 a teplotou 
300 °C, vložené napětí na kapiláru: 4 kV, rozsah skenu: 50 – 400 m/z, režim snímaní 
pozitivních iontů.) 
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Obr. 3.32  Chromatogramy (m/z 166) stanovení obsahu benzokainu v Herbadentu®.  
(100 μl roztoku rozpuštěno v 50 ml H2O:MeOH 25:75 (v/v), měřeno metodou 
HPLC/MS, podmínky MS detekce: tlak plynu ve zmlžovači: 25 psi, sušící plyn: dusík 
s průtokem 5 l·min−1 a teplotou 300 °C, napětí vložené na kapiláru: 4 kV, rozsah 
skenu: 50 – 800 m/z, režim snímaní pozitivních iontů, dávkováno 20 μl roztoku, 
mobilní fáze 0,1% kyselina octová:MeOH 25:75 (v/v); 0,4 ml·min−1, kolona Watrex 
Reprosil® 100 C18, 250 x 4 mm, 5 μm.)  
Vzorek bez přídavku (1), vzorek + standardní přídavek 50 μl (2), vzorek + standardní 
přídavek 100 μl (3), vzorek + standardní přídavek 150 μl (4) 1·10−3 mol·l−1 roztoku 
benzokainu ve směsi voda:MeOH 25:75 (v/v). 
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Obr. 3.33  Kalibrační závislost stanovení obsahu benzokainu v roztoku Herbadent® metodou 
standardního přídavku. 
(Vyhodnoceno z ploch píků AP. Měřeno metodou HPLC/MS, mobilní fáze            
0,1% kyselina octová:MeOH 25:75 (v/v); 0,4 ml·min−1, kolona Watrex Reprosil® 100 
C18, 250 x 4 mm, 5 μm.) 
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Současně s MS detekcí probíhala UV spektrofotometrická detekce. Obr. 3.34 
zobrazuje chromatogramy stanovení obsahu benzokainu v Herbadentu® s jednotlivými 
přídavky. Kalibrační závislost stanovení měřená metodou standardního přídavku je 
uvedena na Obr. 3.35. V Tab. 3.10 je uvedena hodnota obsahu benzokainu v přípravku 
Herbadent® získaná měřením ze tří nezávislých metod a příslušné statistické vyhodnocení. 
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Obr. 3.34  Chromatogramy stanovení obsahu benzokainu v Herbadentu®.  
(100 μl roztoku rozpuštěno v 50 ml H2O:MeOH 25:75 (v/v), UV spektrofotometrická 
detekce při 292 nm, dávkováno 20 μl roztoku, mobilní fáze                         
0,1% kyselina octová:MeOH 25:75 (v/v); 0,4 ml·min−1, kolona Watrex Reprosil® 100 
C18, 250 x 4 mm, 5 μm.)  
Vzorek bez přídavku (1), vzorek + standardní přídavek 50 μl (2), vzorek + standardní 
přídavek 100 μl (3), vzorek + standardní přídavek 150 μl (4) 1·10−3 mol·l−1 roztoku 
benzokainu ve směsi voda:MeOH 25:75 (v/v). 
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Obr. 3.35  Kalibrační závislost stanovení obsahu benzokainu v roztoku Herbadent® metodou 
standardního přídavku, vyhodnoceno z ploch píků AP.  
(Měřeno metodou HPLC/UV, UV detekce při 292 nm, mobilní fáze                       
0,1% kyselina octová:MeOH 25:75 (v/v); 0,4 ml·min−1, kolona Watrex Reprosil® 100 
C18, 250 x 4 mm, 5 μm.) 
 
 
 
 
Tab. 3.10   Výsledky stanovení benzokainu v roztoku Herbadent® metodou HPLC-ED, 
                   HPLC/UV/MS a statistické vyhodnocení. 
 
Přípravek Herbadent®
Stanovený obsah 
 benzokainu, mg/ml 
1,48 
      s, mg/ml 0,07 
sr, % 4,73 
                   L1,2 0,05 
Obsah benzokainu  
dle výrobce, mg/ml 
2,50 
Výtěžek, %          59,20 
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HPLC-ED stanovení kyseliny salicylové v Herbadentu®
Pro zajímavost bylo provedeno také stanovení obsahu kyseliny salicylové 
v přípravku Herbadent®.  
Vzhledem k několikanásobně vyššímu obsahu kyseliny salicylové v přípravku oproti 
obsahu benzokainu, nebylo možné stanovit tyto dvě látky současně. Pro stanovení kyseliny 
salicylové musel být vzorek více naředěn. 
Chromatogramy s jednotlivými standardními přídavky jsou zachyceny na Obr. 3.36. 
Na Obr. 3.37 je uvedena kalibrační závislost měřená metodou standardního přídavku pro 
stanovení kyseliny salicylové v Herbadentu®. Hodnoty obsahu stanoveného, obsahu 
uváděného výrobcem a statistické výpočty jsou shrnuty v Tab. 3.11. 
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Obr. 3.36  Chromatogramy stanovení obsahu kyseliny salicylové v roztoku Herbadent®.  
(100 μl roztoku rozpuštěno ve 100 ml H2O:MeOH 25:75 (v/v), amperometrická 
detekce na CPE při +1,2 V, dávkováno 20 μl roztoku, mobilní fáze fosfátový pufr      
o pH 4:MeOH 25:75 (v/v); 0,4 ml·min−1, kolona Watrex Reprosil® 100 C18,             
250 x 4 mm, 5 μm.)  
Vzorek bez přídavku (1), vzorek + standardní přídavek 100 μl (2), vzorek + 
standardní přídavek 200 μl (3), vzorek + standardní přídavek 300 μl (4)             
1·10−3 mol·l−1 roztoku kyseliny salicylové ve směsi voda:MeOH 25:75 (v/v). 
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Obr. 3.37 Kalibrační závislost stanovení obsahu kyseliny salicylové v Herbadentu® metodou 
standardního přídavku, vyhodnoceno z ploch píků AP.  
(Měřeno metodou HPLC, amperometrická detekce na CPE při potenciálu +1,2 V, 
mobilní fáze fosfátový pufr o pH 4:MeOH 25:75 (v/v); 0,4 ml·min−1, kolona Watrex 
Reprosil® 100 C18, 250 x 4 mm, 5 μm.) 
 
 
 
 
      Tab. 3.11  Výsledky stanovení kyseliny salicylové v Herbadentu®                                      
                metodou HPLC-ED a statistické vyhodnocení. 
Přípravek Herbadent®
Stanovený obsah 
 kyseliny salicylové, mg/ml 
          10,65 
      s, mg/ml 0,07 
sr, % 0,66 
                   L1,2 0,08 
Obsah kyseliny salicylové 
dle výrobce, mg/ml 
         10,00 
Výtěžek, %        106,50 
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Stanovení obsahu benzokainu v reálných vzorcích s využitím uhlíkové pastové 
elektrody jako elektrochemického detektoru bylo přesné. Relativní směrodatná odchylka se 
pohybovala kolem 2 % a méně. Stanovené hodnoty obsahů se shodují s hodnotami 
uváděnými výrobci.  
Výjimku tvoří přípravek Herbadent®, u něhož byla stanovena hodnota znatelně nižší, 
než udává výrobce. Nižší obsah analytu byl však potvrzen stanovením obsahu benzokainu 
v přípravku dalšími dvěma nezávislými metodami. Shoda výsledků, získaných měřením    
z těchto tří různých metod, je velmi dobrá, hodnota relativní směrodatné odchylky se 
přibližuje 5 %. 
 
3.4 Modifikace CPE iontovými kapalinami 
3.4.1 Měření metodou FIA 
Pro přípravu CILE a IL/CPE byly využity dva druhy RTILů. Nejdříve byl použit     
1-butyl-4-methylpyridinium tetrafluoroborát ([BMPM][BF4]). 
Pasta, obsahující tento RTIL, se v průtoku po cca 30 minutách začala rozpadat, 
objevil se obrovský šum, znemožňující další měření. Docházelo pravděpodobně                 
k postupnému vymývání RTILu methanolem. Výsledky pro tento typ elektrody zde proto 
nejsou uvedeny. 
Následně byla připravena elektroda obsahující RTIL 1-butyl-3-methylimidazolium 
hexafluorofosfát ([BMIM][PF6]). 
Po nástřiku roztoků benzokainu o koncentracích 1·10−4 mol·l−1 a 5·10−5 mol·l−1 byly 
zaznamenány píky nabývající záporných proudových hodnot. Po nadávkování směsi 
voda:methanol (složek mobilní fáze) se objevil pík poskytující největší záporný signál 
(Obr. 3.38). Tento velký systémový pík, který se u měření s nemodifikovanou CPE 
nevyskytoval, tak maskoval pík benzokainu a znemožňoval jeho detekci. Elektroda navíc 
vykazovala několikanásobně vyšší šum ve srovnání s nemodifikovanou CPE. Patrný je 
také velký drift základní linie při měření s IL/CPE (CILE). 
Z Tab. 3.12 vyplývá, že s rostoucím obsahem RTILu v elektrodě se postupně 
zvyšovala její citlivost, rostly výšky píků (z důvodu přítomnosti záporného systémového 
píku to znamená, že píky dosahovaly zápornějších hodnot). S vyšším obsahem RTILu 
v elektrodě se zároveň zvýšil i šum základní linie. 
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Tento nově vyvinutý typ elektrod se neukázal být vhodným detektorem pro měření 
metodou FIA. 
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Obr. 3.38  FIA-ED záznamy benzokainu.  
(Amperometrická detekce při +1,2 V na RTILem [BMIM][PF6] modifikované CPE 
(poměr RTIL/minerální olej 50:50), dávkováno 20 μl, mobilní fáze fosfátový pufr          
 o pH 4:MeOH 20:80 (v/v), 1 ml·min−1.)  
MeOH + H2O (1), 5·10−5 mol·l−1 (2) a 10·10−5 mol·l−1 (3) roztok benzokainu ve směsi 
voda:MeOH 20:80 (v/v). 
 
 
      Tab. 3.12  Porovnání výšek píků v závislosti na obsahu RTILu ([BMIM][PF6]) v elektrodě. 
 
I (nA) 
Obsah [BMIM][PF6] v elektrodě 
[%] MeOH + H20 
BZC  
5·10−5 
(mol·l−1) 
BZC 
1·10−4
(mol·l−1) 
  25 −438,8 −352,9    −324,6 
  50 −578,8 −448,3    −414,3 
100 −731,1 −643,2    −617,3 
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3.4.2 Měření metodou HPLC 
Bylo studováno, jak probíhá analýza s elektrochemickým detektorem, tvořeným 
modifikovanou CPE, v případě HPLC. Na základě FIA měření byla z důvodu stability       
v systému a dostatečné citlivosti využita elektroda obsahující                        
RTIL ([BMIM][PF6])/minerální olej v poměru 50:50 (v/v). 
Z Obr. 3.39 je patrné, že došlo k potvrzení systémového píku, na koloně se tento pík 
složek mobilní fáze oddělil, a tak bylo možné detekovat samotný analyt. Odezva 
benzokainu však byla několikanásobně menší než při měření na nemodifikované CPE. 
V porovnání s FIA měřením na IL/CPE a CILE, vykazovala elektroda malý šum. 
Znovu je patrný drift základní linie. 
Hodnoty výšek píků benzokainu a píku systémového při měření na IL/CPE jsou 
uvedeny v Tab. 3.13. 
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Obr. 3.39  Chromatogramy stanovení benzokainu.  
(Amperometrická detekce při +1,2 V na RTILem [BMIM][PF6] modifikované CPE 
(poměr RTIL/minerální olej 50:50), dávkováno 20 μl, mobilní fáze fosfátový pufr        
o pH 4:MeOH 20:80 (v/v); 0,5 ml·min−1, kolona Watrex Reprosil® 100 C18,             
250 x 4 mm, 5 μm.)  
MeOH + H2O (1), 5·10−5 mol·l−1 (2) a 10·10−5 mol·l−1 (3) roztok benzokainu ve směsi 
voda:MeOH 20:80 (v/v). 
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      Tab. 3.13  Hodnoty výšek píků při HPLC-ED měření na IL/CPE. 
I (nA) 
Obsah [BMIM][PF6] v elektrodě 
[%] MeOH + H20 
BZC  
5·10−5 
(mol·l−1) 
BZC 
1·10−4
(mol·l−1) 
  50 −446,0   56,0      111,3 
 
 
IL/CPE může být využita ve spojení s metodou HPLC pro detekci benzokainu, avšak 
tento nově vyvinutý typ elektrody není pro daný analyt příliš citlivý. 
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4 ZÁVĚR 
 
Bylo prostudováno chování benzokainu v průtokových metodách pomocí FIA            
s UV spektrofotometrickou a amperometrickou detekcí za použití uhlíkové pastové 
elektrody.  
Byla prostudována závislost odezvy amperometrického detektoru s uhlíkovou 
pastovou elektrodou na vloženém potenciálu a pH mobilní fáze. Byly nalezeny optimální 
podmínky pro stanovení studované látky na uhlíkové pastové elektrodě: potenciál vkládaný 
na pracovní elektrodu +1,2 V a mobilní fáze tvořená fosfátovým pufrem o pH 4:methanol 
20:80 (v/v). Spektrofotometrická detekce probíhala při 292 nm. 
Za optimálních podmínek byly změřeny kalibrační závislosti a stanoveny meze 
detekce benzokainu (viz Tab. 4.1). Meze detekce s UV spektrofotometrickou detekcí a 
amperometrickou detekcí jsou obdobné. Při FIA stanovení benzokainu s elektrochemickou 
detekcí na CPE se dosahuje stejných výsledků jako při stanovení metodou HPLC-ED     
(LD = 2·10−7 mol·l−1) [51]. 
Tab. 4.1 Meze detekce benzokainu pro FIA stanovení s elektrochemickou a spektrofotometrickou  
  detekcí. Měřeno ve fosfátovém pufru o pH 4 s methanolem v poměru 20:80 (v/v). 
 
LD, mol·l−1 
Elektrochemická detekce na CPE 
LD, mol·l−1 
Spektrofotometrická detekce 
1,9·10−7 1,2·10−7
 
Byl stanoven obsah benzokainu za optimálních podmínek ve čtyřech reálných 
vzorcích, pastilkách Neoseptolete®, Hexoral®, Dolo-angin® a v roztoku Herbadent®, 
metodou standardního přídavku. Hodnoty stanoveného obsahu byly ve shodě                      
s hodnotami udávanými výrobci s výjimkou přípravku Herbadent®, kde byla stanovena 
hodnota znatelně nižší, než uvádí výrobce. Nižší hodnota obsahu analytu v přípravku byla 
ověřena a potvrzena dalšími dvěma metodami – HPLC s hmotnostní detekcí a HPLC s UV 
spektrofotometrickou detekcí. 
Modifikace uhlíkových pastových elektrod iontovými kapalinami nepřinesla 
předpokládané výsledky, nedošlo ke zvýšení citlivosti stanovení benzokainu. 
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